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 « Trouver d’abord, chercher après. » 
Jean Cocteau 
Effets neuroprotecteurs de l’hypothermie dans un modèle d’encéphalopathie 
néonatale combinant l’inflammation et l’hypoxie-ischémie 
Par Mathilde Chevin 
Département de pédiatrie 
Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de 
l’obtention du diplôme de maître ès sciences (M.Sc.) en immunologie, Faculté de 
médecine et des sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, 
Québec, Canada, J1H 5N4 
L’encéphalopathie néonatale (EN) affecte plus de 0.8% des nouveau-nés à terme et 
est la deuxième cause d’handicap neurologique durant l’enfance. Le traitement des 
enfants atteints d’EN consiste en une prise en charge symptomatique et en 
l’hypothermie (HT). Néanmoins, plus de 50% des patients traités par HT gardent des 
séquelles neurologiques majeures. Les données provenant du Canadian Cerebral 
Palsy Registry montrent que l’HT prévient seulement 4% des cas de paralysie 
cérébrale (PC). Le fait que l’HT ait des effets neuroprotecteurs chez certains 
nouveau-nés, mais pas chez tous les nouveau-nés atteints d’EN n’est pas encore 
totalement élucidé. Il a été rapporté que les nouveau-nés exposés à l’inflammation 
(sepsis néonatal, infections placentaires) et à l’hypoxie-ischémie (HI) semblent avoir 
moins d’effets bénéfiques de l’HT que ceux qui ont été seulement exposés à l’HI. 
Des études précliniques ont établi que l’HT avait des effets neuroprotecteurs dans 
les cas d’encéphalopathies hypoxique-ischémiques chez les nouveau-nés à terme 
ou peu prématurés (plus de 35 semaines d’âge gestationnel). Cependant, peu 
d’études ont investigué les effets de l’HT lorsque l’EN résulte de la combinaison d’HI 
et d’infection/inflammation, alors qu’il s’agit du scénario pathophysiologique le plus 
fréquemment rencontré chez les nouveau-nés humains atteints d’EN. Ceci nous a 
amené à tester les effets neuroprotecteurs de l’HT dans un modèle animal (rat) d’EN 
induite par l’inflammation et l’HI. Des ratons Lewis au jour postnatal 12 sont injectés 
avec du lipopolysaccharide (LPS) d’E.coli afin de recréer l’inflammation, puis sont 
soumis à l’ischémie (ligature de la carotide commune droite) et à l’hypoxie (8% O2, 
1h30). Les ratons sont ensuite traités ou non par l’HT (32 ± 0.5°C, 4 h). L‘étendue 
des lésions cérébrales ainsi que les cascades inflammatoires et oxydatives ont été 
étudiées. Nos résultats montrent que l’HT prévient l’étendue des lésions dans la 
composante de pénombre ischémique (néocortex et hippocampe). Cet effet 
neuroprotecteur est indépendant d’un effet anti-inflammatoire cérébral de l’HT 
portant sur le système de l’interleukine-1. Nos données indiquent que l’HT module 
l’expression des enzymes responsables de l’élimination des réactifs de l’oxygène 
(ROS). En conclusion, nos résultats montrent que l'HT a des effets neuroprotecteurs 
dans un modèle d’EN induite par l’exposition combinée au LPS et à l’HI. Ce projet 
devrait ouvrir des perspectives translationnelles pour prévenir la PC au-delà de 
l'hypothermie seule, comme par exemple celle visant à tester le bénéfice de la 
combinaison thérapeutique d’HT jointe au blocage de cytokines pro-inflammatoires. 
Mots clés : Encéphalopathie néonatale, inflammation, hypothermie, 
neuroprotection, interleukin-1. 
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1.1 L’encéphalopathie du nouveau-né à terme : aspects cliniques : 
 
1.1.1 Généralités sur l’encéphalopathie néonatale (EN) : 
L’encéphalopathie néonatale (EN) est un syndrome caractérisé par des anomalies 
cliniques du système nerveux central qui se manifestent chez le nouveau-né à terme 
(naissance après la 37e semaine de gestation), soit entre la naissance et le 28e jour 
de vie (Ferriero and Koch 1985).  
Les patients atteints d’EN présentent une baisse du niveau de conscience allant 
jusqu’au coma, des crises d’épilepsies, des difficultés alimentaires et respiratoires, 
un faible tonus et des réflexes archaïques anormaux (Wu et al. 2004). Les causes 
de l’EN sont multiples. Elles peuvent se combiner et ne sont pas toujours clairement 
identifiées. La discrimination entre causes établies, facteurs de risques et 
éventuelles associations fortuites est encore débattue. En effet, les mécanismes et 
les causes précises de l’EN restent incertaines dans une fraction importante de 
patients, et ce malgré tous les efforts de recherche de la part des obstétriciens et 
des pédiatres (Committee on Obstetric Practice, American College of Obstetricians 
and Gynecologists 2005; Wu et al. 2004) . Néanmoins, les efforts de clarification des 
mécanismes physiopathologiques conduisant à l’EN ont permis d’établir des critères 
diagnostiques définissant une sous-catégorie qui est l’encéphalopathie hypoxique-
ischémique (EHI). L’EHI représente 10% à 20% des EN. Les critères diagnostiques 
de l’EHI sont présentés au tableau 1. Comme décrit dans le tableau, un faible score 
d’APGAR à 10 minutes de vie (tableau 2), une acidose métabolique à la naissance, 
ainsi que le besoin d’être maintenu ventilé au-delà de 10 minutes de vie (tableau 
1.A) sont des évènements démontrant la présence d’un épisode d’HI sans pour 






Tableau 1 : Critères diagnostiques d’EHI. Ces critères sont aussi ceux 
d’éligibilité à l’hypothermie (HT) thérapeutique des enfants atteints d’EN. Les 
critères A et B, ou A, B et C, selon les études doivent être rencontrés afin de 
porter un diagnostic d’EHI et d’induire par la suite l’HT (voir paragraphe 1.2.2). 
Reproduced with permission from “Xenon as a neuroprotective treatment in neonatal 





Tableau 2 : Critères d’évaluation du score d’Apgar. Le score Apgar consiste en 




spécifiques qui sont le rythme cardiaque, la respiration, le tonus, la couleur de la 
peau et la réactivité. Chacun des éléments est noté à 0, 1 ou 2 points, selon les 
conditions observées. Le résultat total permet l’appréciation globale de l’état de 
santé du nouveau-né dans les 10 premières minutes de vie. Le résultat maximal est 
de 10, suggérant la meilleure condition de santé possible, alors qu’un score en 
dessous de 7 réfère à une souffrance périnatale. L’évaluation est effectuée 1 minute, 
5 minutes et 10 minutes après la naissance, et est poursuivie aux 10 minutes suivant 
l’état du patient. 














1.1.2 Évolution clinique à long terme de l’EN : 
Certains des patients victimes d’EN récupèrent et ne conservent aucune séquelle. 
D’autres conservent des degrés variables de difficultés cognitives 
comportementales ou motrices (tableau 3). Les difficultés motrices sont regroupées 
sous le diagnostic de paralysie cérébrale (PC). La PC est un ensemble – 




résultant en un contrôle altéré du mouvement et/ou de la posture se manifestant tôt 
après la naissance (Nelson 2002).  
Tableau 3 : Classification des degrés de sévérité dans l’EN. 
L’EN est classé selon sa sévérité : légère, moyenne ou sévère en fonction du niveau 
de conscience de l’enfant, son tonus et ses réflexes, la présence de crises 
d’épilepsie et la durée des symptômes pendant 7 jours après la naissance. 
Reproduced with permission from (Pin et al. 2009) Copyright from Creative Commons 










1.1.3 Régions du cerveau principalement touchées par l’EN et la PC : 
Les nouveau-nés à terme atteints d’EN ont des dommages cérébraux très étendus. 
On observe trois patrons principaux de dommages pouvant se combiner : (1) une 
atteinte du néocortex et des régions sous-corticales adjacentes affectant 
principalement les régions paracentrales frontopariétales ; (2) une atteinte des 
noyaux gris de la base dont les noyaux lenticulaires et les thalami (noyaux 
ventrolatéraux particulièrement)  ; (3) territoires dits de jonctions frontaux ou pariéto-
occipitaux à la frontière des principaux territoires artériels cérébraux (figure 1) (Yager 
and Ashwal 2009). 
 
 
Figure 1 : Histopathologie et aspect radiologique de cerveaux de nouveau-nés 
à terme atteints d’EHI. Nouveau-né à terme atteint d’EN combinant les trois 
principaux patrons de dommages soit des dommages étendus de la zone corticale, 
sous-corticale, de la substance blanche sous-jacente et des noyaux gris de la base 
(A, B, têtes de flèches noires et flèches blanches).  
Reproduced with permission from (Yager and Ashwal 2009), Copyright from Creative Commons 
















1.1.4 Causes et facteurs de risques de l’EN : 
 
1.1.4.1 Agressions antepartum : 
La majorité des cas d’EN sont associés à une agression antepartum (avant 
l’accouchement) (Badawi et al. 1998a). Des études épidémiologiques rétrospectives 
ont recensées les affections survenant pendant la grossesse comme facteur de 
risque d’EN. Parmi les principaux facteurs de risque recensées figurent les infections 
bactériennes périnatales (principalement dues au streptocoque de groupe B et E. 
coli), la fièvre maternelle, des antécédents maternels de : crises d’épilepsie sans 
fièvre ou autres désordres neurologiques, désordres de la thyroïde ou encore de 
traitements contre l’infertilité (Badawi et al. 1998a; Speer and Hankins 2003). 
D’autres part, figurent parmi les facteurs de risque d’EN la pré-éclampsie (i.e. 
hypertension artérielle et atteinte rénale de fin de gestation), la chorioamnionite (i.e. 
infection/inflammation du placenta, des membranes et du liquide amniotique), les 
thromboses et infarctus placentaires, les hémorragies maternelles suivant un 
décollement placentaire, la procidence du cordon, la rupture utérine, la rupture 
prolongée des membranes, ou la naissance post-terme (> 41 semaines de 
gestation) (Mcdonald 2004; Redline 2005; Redline et al. 2007). Le retard de 
croissance intra-utérin est considéré comme le facteur d’EN dont le risque est le plus 
élevé en terme de séquelles subséquentes comme la PC. Ces facteurs ont pour 
effet - ou sont associés à - une infection/inflammation périnatale et/ou à une 
diminution du débit sanguin ou de l’apport en oxygène au cerveau fœtal, ce qui 
résulte, dans la majorité des cas d’EN en une agression de type hypoxie-ischémie 
(HI) pure ou combinée à des facteurs infectieux et inflammatoires (Badawi et al. 
1998a; Speer and Hankins 2003). 
 
1.1.4.2 Agressions intrapartum : 
Les agressions intrapartum (pendant l’accouchement) sont des facteurs avec le plus 
haut risque d’EN et de PC subséquente, mais sont recensés dans seulement 8 à 




l’accouchement : rupture utérine, décollement placentaire, compression du cordon 
ou hémorragie maternelle (Badawi et al. 1998b; Martinez-Biarge et al. 2013).  
 
1.1.4.3 Implication de l’infection-inflammation : 
Les pathologies infectieuses/inflammatoires exercent leurs effets néfastes le plus 
souvent avant la naissance (par exemple les chorioamnionites), et parfois après (les 
infections néonatales), et augmentent le risque d’asphyxie et de dépression 
cardiaque périnatale (hypoxie/ischémie) et d’EN (Lieberman et al. 2000) (Figure 2). 
Une interaction entre les évènements inflammatoires, comme la chorioamnionite, et 
un épisode inflammatoire antepartum et une HI intrapartum a été reconnue comme 
une cause majeure des dommages cérébraux chez les nouveau-nés atteints d’EN 
(Wu et al. 2003; Aly et al. 2006). C’est cette séquence à la fois la plus fréquente, et 
la plus agressive pour le cerveau que nous avons appliqué à notre modèle 
expérimental d’EN.  
 
 
Figure 2 : Combinaison d’inflammation/infection et d’HI dans les EN.  
Un faible score d’Apgar a longtemps été considéré comme la conséquence d’une HI 
perpartum. En réalité d’autres facteurs déterminent un faible score d’Apgar dont, par 
exemple, les infections/inflammations périnatales aboutissant, ou non, à la PC (voir 
graphe ci-dessous provenant de l’étude rétrospective de 47 patients atteints d’EN et 
développant ou non une PC). Le score d’Apgar apparaît dans cette étude comme 
un test de faible valeur diagnostique d’HI et prédictive de PC. Néanmoins il est un 
bon marqueur de survenue d’un épisode HI post-partum, indépendamment de sa 





1.2 Les traitements dans l’EN d’origine hypoxique-ischémique (EHI) : 
 
1.2.1 Données précliniques sur l’EHI : 
Le premier modèle d’EN chez le rat a été mis au point par le groupe Rice-Vannucci 
en 1981 (Rice et al. 1981). Les auteurs ont utilisés des ratons au jour post-natal 7 
(P7) sur lesquels ils ont effectués une ischémie (ligature permanente de la carotide 
commune gauche) et une hypoxie (3.5 h à 8% O2) (Rice et al. 1981). Néanmoins, le 
raton à P7 correspond en terme de développement neuronal, à un nouveau-né 
prématuré (32-36 semaines de gestation, figure 3) (Patel et al. 2014). Cela est donc 
en contradiction avec les données de développement neuronal du nouveau-né à 
terme (Yager and Ashwal 2009).  
 
Figure 3 : Asynchronie des principaux processus du développement cérébral 
(volume cérébral, prolifération et migration neuronale, synaptogenèse, mise 
en place des neurones de la sous-plaque, myélinisation) des principales 
espèces animales utilisées comme modèle d’EN, comparativement à l’humain. 




l’humain. Le développement cérébrale d’un nouveau-né à terme est comparable à 
un raton au jour 10-12 de vie. 
Reproduced with permission from (Yager and Ashwal 2009) , Copyright from Creative 




Récemment, le groupe de Vannucci et d’autres ont utilisé des ratons à P10-11 car 
ceux-ci correspondent au neuro-développement d’un nouveau-né humain à terme ; 
ce qui est donc plus adéquat du point de vue translationnel pour l’étude du nouveau-






1.2.2 Essais thérapeutiques de l'hypothermie (HT) dans l'EHI : 
La prise en charge des nouveau-nés atteint d’EN était, avant 2011, purement 
symptomatique. Elle consistait en des soins de support : maintenir la température 
corporelle du nouveau-né, maintenir l’hydratation et l’apport calorique optimal, 
assurer une bonne oxygénation et soutenir l’activité cardiaque si nécessaire. Le 
traitement des crises d’épilepsies, la prévention de l’hypoglycémie et de 
l’hyperbillirubinémie ainsi que le traitement des infections bactériennes sont 
également des soins prodigués à ces nouveau-nés.  
L’HT est devenue depuis 2011 le traitement standard des nouveau-nés suspectés 
d’être atteint d’EN. Le traitement consiste en une prise en charge du nouveau-né 
dans les 6 h qui suivent sa naissance. L’ensemble du corps du nouveau-né est placé 
en HT afin d’abaisser la température corporelle jusqu’à atteindre 33-34°C. L’HT est 
maintenue pendant 72 h, puis on procède à un réchauffement progressif (0.5°C par 
heure) du nouveau-né. Les principaux mécanismes neuroprotecteurs connus de 
l’HT sont une baisse du métabolisme énergétique cérébral, une diminution de 
l’accumulation d’acides aminés neurotoxiques (glutamate), une diminution de la 
relâche des espèces réactive de l’azote (RNS) et de l’oxygène (ROS, voir 
paragraphe 1.4.3) (Alva et al. 2013), et une inhibition de l’activité des voies de 
l’apoptose et de la nécrose (Shankaran 2012; Gancia and Pomero 2010) (voir 
paragraphe 1.3.2). 
Des études précliniques chez les rongeurs ont d’abord démontré des effets 
bénéfiques de l’HT après une ischémie et/ou hypoxie cérébrale : ces études ont noté 
des améliorations du métabolisme énergétique (amélioration des niveaux 
d’adénosine triphosphates (ATP) (Williams et al. 1997)), une diminution de l’acidose 
ainsi qu’une diminution des dommages cérébraux (Yager et al. 1993; Thoresen et 
al. 1996; Williams et al. 1997; Laptook et al. 1995). 
Suite à ces travaux, six essais thérapeutiques randomisés contrôlés ont été 
effectués dans le but de vérifier et mieux caractériser les effets neuroprotecteurs de 
l’HT chez les nouveau-nés humains (Shankaran et al. 2005; Gluckman et al. 2005; 
Azzopardi et al. 2009; Simbruner et al. 2010; Zhou et al. 2010; Jacobs et al. 2013). 




selective head cooling (seulement la tête est placée en HT) et le whole-body HT (le 
corps en entier est placé en HT). Aucune différence significative en terme de rapidité 
et stabilité de refroidissement n’a été observée entre ces deux méthodes (Gluckman 
et al. 2005; Zhou et al. 2010; Shankaran 2012). Les différentes équipes ont mesuré 
le taux de survie des nouveau-nés ainsi que les handicaps neurosensoriels 
découlant de l’EN (issue principale reposant sur un score composite intégrant ces 
deux variables). Les effets bénéfiques les plus convaincants ont été observés sur 
les nouveau-nés atteints d’encéphalopathies modérées (tableau 3) (Gluckman et al. 
2005; Gunn et al. 2008).  
Les effets bénéfiques à long-terme de l’HT ont été par la suite précisés par des 
études de suivi à plus long terme des cohortes de patients précédemment citées. 
Ces études ont démontrés que le risque de PC, chez les enfants ayant eu une EHI 
à la naissance, était diminué de 15% avec le traitement par HT (Azzopardi et al. 
2014; Jary et al. 2015) (tableau 4). De plus, les auteurs ont remarqué que les enfants 
traités par HT étaient moins à risque de développer des handicaps moteurs sévères. 
Plus d’enfants dans le groupe traité par HT, versus non traité, survivaient sans 
problèmes neurologiques (tableau 4) (Azzopardi et al. 2014). 
 
 
Tableau 4 : Évaluation pédiatrique d’enfants entre 6 et 7 ans ayant eu une EHI 
à la naissance, traités ou non par HT. 
Le taux de mortalité est similaire dans le groupe HT et dans le groupe contrôle. 
Plus d’enfants survivent sans séquelles neurologiques dans le groupe HT (45%) 
en comparaison au groupe contrôle (28%). Parmi les survivants, les enfants dans 
le groupe hypothermie sont moins à risque de PC (21% vs 36%), ainsi que 
d’handicaps modérés à sévères (22% vs 37%), que ceux dans le groupe 
contrôle.  







1.2.3 Les limitations de l’HT : 
Plusieurs études cliniques indiquent que plus de 50% des nouveau-nés traités par 
HT gardent des séquelles neurologiques (Azzopardi et al. 2014; Davidson et al. 
2015). Elles montrent également que l’efficacité de l’HT serait partielle dans les cas 
sévères d’EN (tableau 3) (Azzopardi et al. 2014; Edwards et al. 2010; Davidson et 
al. 2015). Ces constatations ont été également observées dans des études 
précliniques réalisées chez les ratons et les porcelets (Haaland et al. 1997; Yager 
et al. 1993; Sabir et al. 2012).  
Par ailleurs, le timing d’induction de l’HT après la naissance ainsi que la température 




d’induction de l’HT a été fixé à 6 h maximum après la naissance, d’après les résultats 
d’études précliniques indiquant que l’HT n’était plus efficace après 6 h dans les cas 
modérés d’EHI ; et que l’HT est délétère lorsqu’elle était induite après 12 h de délai, 
dans les cas sévère d’EHI (Sabir et al. 2012). De récentes études ont voulu évaluer 
l’efficacité de l’HT lorsqu’elle était plus profonde (32°C au lieu de 33.5°C) et/ou durait 
plus longtemps (120 h au lieu de 72 h). Thomas Wood et al. ont démontré que des 
niveaux d’HT de 33.5°C, 32°C et 30°C étaient efficaces et sécuritaires chez les 
ratons (Wood et al. 2016). Une étude clinique évaluant la même question n’a pas 
montré de différence en terme de sécurité (arrêt cardiaque, acidose persistante, 
thrombose ou saignement des vaisseaux sanguins et mortalité) de l’HT prolongée 
(120 h) en comparaison à l’HT classique (72 h) ; de même pour l’HT à 32°C versus 
33.5°C (Shankaran et al. 2014). Par ailleurs, d’autres études cliniques et 
précliniques ont questionnés l’efficacité de l’HT lorsque l’EN résultait d’une 
combinaison infection-inflammation et HI (Wintermark et al. 2010; Osredkar et al. 
2014; Mir et al. 2015). Les limitations d’efficacité neuroprotectrice de l’HT pour 
combattre l’HI pure, et les doutes sur son efficacité dans des mécanismes combinant 
plusieurs insultes comme l’inflammation et l’HI, imposent d’étudier de nouvelles 
thérapies associées à l’HT afin d’accroitre son bénéfice thérapeutique, et de 
diminuer davantage les impacts de l’EN sur la survie des nouveau-nés et les 
handicaps neurologiques futurs.  
 
1.2.4 Autres approches thérapeutiques en développement : 
Étant donné que l’HT est maintenant le traitement standard de l’EN, les autres 
traitements potentiels doivent être évalués en combinaison avec l’HT (Davidson et 
al. 2015). Aucune de ces thérapies, qui font pour certaine l’objet d’essais cliniques 
humains de phase I-II, n’a encore translaté dans les soins de routine chez les 
nouveau-nés atteints d’EN (tableau 5). 
 
Tableau 5 : Essais thérapeutiques précliniques et cliniques combinant l’HT à 




récemment en combinaison à l’HT dans des études précliniques, mais seulement 
l’EPO et le xénon ont fait l’objet d’essais cliniques chez l’homme. Tableau réalisé à 
partir de données provenant de (Robertson et al. 2012; Davidson et al. 2015). 
 
L’érythropoïétine (EPO) est une hormone qui agit comme facteur de croissance des 





Données précliniques : effet neuroprotecteurs 
dans l'EHI en combinaison à l'HT 
Essais cliniques chez 






effets sur la 
neurogenèse 
agneau : pas de valeur ajoutée à l'HT (réduction de 




effets présumés sur 
la neurogenèse et 
les mécanismes 
immunomodulateurs 
aucune                                                                                                                                                
efficacité des cellules souches démontrée dans 




hormone : facteur de 
croissance des 
globules rouges 
rat : pas d'effet neuroprotecteurs en combinaison à 
l'HT                                                                       
primate : amélioration des fonction motrices et 
cognitives, diminution de la mort neuronale 
2 essais de phase I/II : 





agneau à terme : réduction de la peroxydation des 
lipides, de la mort neuronale et de l'activation des 





précurseur de la 
glutathionne : 
antioxydant 
rat : réduction des dommages cérébraux et 
amélioration des facultés motrices (réflexes) 
aucun 
Phénobarbital anticonvulsivant 
rat : réduction des dommages cérébraux et 
amélioration des facultés sensorimotrices 
aucun                                                                                                              
1 étude rétrospective : pas 
d'effet additif sur la mortalité  
(score composite) 
Xénon 




rat : effets neuroprotecteurs additifs (réduction de 
l'apoptose, des dommages cérébraux et 
amélioration des fonctions motrices)                                                                
porcelet : réduction des dommages cérébraux 
2 essais de phase II : 
TOBYXe et CoolXenon2                     
TOBYXe : pas d'effets 





traitement de l’anémie chez le nouveau-né prématuré. De plus, de récentes études 
cliniques et précliniques indiquent que l’EPO recombinant humain (EPOrh) a des 
effets neuroprotecteurs après une EHI. Dans le cerveau adulte ou celui du nouveau-
né, l’EPO est capable de se fixer sur son récepteur (EPO récepteur : EPOR) sur les 
neurones et cellules gliales, et ainsi promouvoir l’expression de gènes anti-
apoptotiques mais également d’atténuer les ROS et la réponse inflammatoire due à 
l’HI, et d’augmenter la neurogenèse (Robertson et al. 2012; Davidson et al. 2015). 
Deux essais cliniques de phase I et II étudiant l’effet combiné de l’EPOrh à l’HT chez 
les enfants atteint d’EHI sont en cours (NCT01471015/NCT01913340). Ces études 
examinent la sécurité, la pharmacocinétique et l’efficacité du traitement combinant 
HT et EPOrh.  
Le xénon est un gaz noble qui agit comme antagoniste non-compétitif du récepteur 
N-méthyl-d-aspartate glutamate (NMDA) (Davidson et al. 2015). Les effets 
neuroprotecteurs du xénon passent par l’activation de facteurs anti-apoptotiques 
comme Bcl-2 et l’inhibition de la perméabilité de la membrane mitochondriale (Lobo 
et al. 2013) (voir paragraphe 1.3.2.2). Des études sur les ratons et les porcelets ont 
montrés que le xénon en combinaison à l’HT avait des effets additifs (Ma et al. 2005; 
Hobbs et al. 2008; Chakkarapani et al. 2010). La combinaison HT et xénon a été 
évalué dans deux essais clinique de phase II (TOBYXeNCT00934700 et 
CoolXenon2-NCT01545271). Le TOBYXe a montré que le xénon n’a pas d’effet 
additif sur la neuroprotection en comparaison à l’HT, après une asphyxie néonatale 
(Azzopardi et al. 2015). 
 
1.3 La genèse des lésions cérébrales dans l’EN : 
 
1.3.1 Les mécanismes contribuant aux dommages cérébraux : 
Les lésions cérébrales résultant de l’EN d’origine HI pure - ou HI combinée à 
l’infection-inflammation - sont provoquées par deux défaillances énergétiques 




diminution du débit sanguin cérébral, diminuant l’apport d’oxygène et de nutriments 
au cerveau. Après une phase de latence correspondant à la ré-oxygénation 
cérébrale, le métabolisme énergétique va se stabiliser, avant de se détériorer de 
nouveau. La seconde défaillance énergétique se produit 6 à 72 h après la première, 
et est caractérisée par des dommages neuronaux engendrés par une dysfonction 
mitochondriale et l’initiation de la cascade apoptotique (Ma et al. 2012) (figure 4, voir 
paragraphe 1.3.2.2). Durant cette seconde phase, il y également relâche de 
médiateurs inflammatoires amplifiant les dommages cérébraux (Leviton et al. 2005; 
Khwaja and Volpe 2008) (voir paragraphe 1.4.2). 
Suite à la destruction massive des neurones durant la seconde phase, il va y avoir 
une phase de réparation et de réorganisation. Pendant cette troisième phase, de 
nouvelles cellules se créent et les circuits neuronaux se régénèrent. Néanmoins, 
l’inflammation résultant de l’HI persiste encore et l’apoptose engendrée perturbe la 
production de nouvelles cellules et la survie neuronale pendant plusieurs mois 
(figure 4). Les mécanismes précis qui induisent le prolongement de l’agression ne 




Figure 4 : Mécanismes contribuant aux dommages cérébraux et aux 
handicaps à long terme dans l’EHI.  
Schéma résumant les différentes phases de l’agression contribuant aux dommages 
cérébraux dans l’EN. Durant la phase 1, l’épuisement des métabolites énergétiques 
induit la dépolarisation progressive des cellules, un œdème cytotoxique sévère et 
l’augmentation du stress oxydatif. Après la mort de beaucoup de neurones suite à 
la période d’ischémie et/ou hypoxie, certains neurones vont récupérer partiellement 
de l’agression : c’est la phase de latence. Cette phase est suivie d’une deuxième 
détérioration métabolique, 6 h à 72 h après la naissance. Après la mort cellulaire 





Reproduced with permission from (Davidson et al. 2015), Copyright from Creative Commons 








1.3.2 La mort neuronale : 
L’EN est une pathologie induisant de graves dommages cérébraux permanents qui 
résultent de différents types de mort neuronale. 
 
1.3.2.1 La nécrose : 
La nécrose est la mort cellulaire la moins programmée. Lors de stress extrêmes, tel 
que l’HI, les canaux calciques de la cellule vont s’ouvrir, permettant au calcium 
(Ca2+) d’entrer en grande quantité. Les organelles telles que le réticulum 
endoplasmique ainsi que les mitochondries vont relâcher également le Ca2+ qu’ils 
contenaient. Cette importante augmentation de Ca2+ intracellulaire va alors activer 
les calpaïnes qui vont cliver les protéines du cytosquelette, les récepteurs 
membranaires ainsi que les transporteurs. Au final, ce processus va  induire le 
gonflement des organelles et du cytoplasme, ainsi que la rupture de la membrane 
plasmique de la cellule (Tovar-Y-Romo et al. 2016; Martin and Henry 2013). Les 
cellules nécrotiques vont relâcher leur contenant intracellulaire : organelles et noyau 
(ADN, ARN, nucléotides) ainsi que des damage-associated molecular pattern 
molecules (DAMPs) telles que l’IL-1α, le high–mobility group box 1 (HMGB-1), l’ATP, 
l’acide urique, et les heat shock poteins (HSPs). Ce déversement de DAMPs va 
induire le recrutement et l’activation de neutrophiles, de cellules dendritiques ainsi 
que de macrophages ; et promouvoir une importante réponse inflammatoire. En effet 
l’activation d’inflammasomes et la transcription du facteur nucléaire (NF)-κB, via la 
liaison des DAMPs à leurs récepteurs Toll-like recepteurs (TLRs), Nod-like 
recepteurs (NLRs, voir paragraphe 1.4.2.3) va induire la synthèse et la relâche de 
cytokines pro-inflammatoires (Sangiuliano et al. 2014; Pisetsky 2011). Cette 
inflammation peut par la suite aboutir à l’apoptose ou la nécrose des cellules 
avoisinantes. 
Lors de la détérioration du métabolisme énergétique suivant une HI, il va y avoir une 
augmentation du Ca2+ dans les neurones via l’activation de récepteurs au glutamate 
(NMDA). Cette augmentation de Ca2+ intracellulaire va induire des défauts de la 
chaîne respiratoire, l’augmentation de la production de ROS dans la mitochondrie et 




cellulaire par nécrose ou apoptose (voir paragraphe 1.3.2.2) (Thornton and Hagberg 
2015; Zhao et al. 2007).  
 
1.3.2.2 L’apoptose 
L’apoptose ou mort cellulaire programmée peut être provoquée par deux voies : 
extrinsèque ou intrinsèque, dépendamment des signaux reçus par la cellule. La voie 
extrinsèque est induite par l’activation de récepteurs de mort cellulaire à la surface 
de la cellule, comme le tumor necrosis factor receptor (TNFR) ou Fas receptor 
(FasR). Suite à cela, les caspases 8 et 10 vont être activées, et vont à leur tour 
activer caspase-3. L’internalisation de caspase-3 au noyau engendre la 
fragmentation de l’ADN menant à l’apoptose de la cellule (Tovar-Y-Romo et al. 2016; 
Elmore 2007). Caspase-8 activé peut également interagir et activer des protéines 
pro-apoptotiques telles que Bax et Bak (par l’intermédiaire de Bid et t-Bid, figure 5). 
Les protéines pro-apoptotiques ainsi en excédant par rapport aux protéines anti-
apoptotiques (Bcl2, Bcl-xL)  vont former des pores dans la paroi des mitochondries 
(Elmore 2007) (figure 5).  La relâche de cytochrome-c (Cyt-c) provenant de la 
matrice mitochondriale et la formation de l’apoptosome avec la liaison de l’apoptotic 
protease activating factor-I (APAF-I) au Cyt-c et à la caspase-9 vont induire par la 
suite la mort de la cellule par apoptose (Walsh 2014) (figure 5). L’apoptose 
s’exécutera via la dégradation des protéines et la fragmentation de l’ADN ainsi que 
la formation de corps apoptotiques phagocytables permettant une mort « propre », 
sans induction de la réponse inflammatoire (Martin and Henry 2013). La voie 
intrinsèque est induite par un stress (infection, entrée de Ca2+, ultra-violets, DAMPs) 
et aboutit directement à des dommages aux mitochondries et la relâche de Cyt-c 
(Tovar-Y-Romo et al. 2016; Sangiuliano et al. 2014). Dans un contexte 
d’inflammation + HI, l’augmentation de l’expression de cytokines pro-inflammatoires 
tels que l’IL-1β et le TNF-α (voire paragraphe 1.4.2.1) (Savard et al. 2013; Savard 
et al. 2015) va activer directement les récepteurs de mort cellulaire comme le TNFR. 
Des études indiquent que l’HT diminue l’apoptose dans des modèles d’EHI et 
d’ischémie cérébrale, en diminuant l’expression de protéines pro-apoptotiques 




protéines anti-apoptotiques telle que Bcl2 (Ohmura et al. 2005; Yang et al. 2009; 
Matsui et al. 2014). 
 
Figure 5 : Schéma récapitulatif des deux voies de l’apoptose : extrinsèque et 
intrinsèque. 
La mitochondrie joue un rôle central dans la mort cellulaire programmée, car elle 
contient de nombreuses molécules qui vont être relâchées dans le cytosol après la 
rupture de la membrane mitochondriale. La perméabilité de la membrane 
mitochondriale est régulée par une série de protéines de la famille Bcl-2 qui 
préviennent (Bcl-2, Bcl-xL) ou induisent (Bax, Bak) la mort cellulaire par apoptose.  
Reproduced with permission from (Perier and Vila 2012), Copyright from Creative Commons 








1.3.2.3 La nécroptose : 
La nécroptose ou nécrose programmée est une mort cellulaire alternative qui ne 
requiert pas l’activité des caspases. Même si, à l’heure actuelle, les mécanismes de 
la nécroptose ne sont pas encore tous résolus, on sait que ce processus passe par 
l’activation des récepteurs de mort comme TNFR via le TNF-α, qui est relâché au 
sein du cerveau exposé au lipopolysaccharide d’E. coli (LPS) et à l’HI (Savard et al. 
2015; Tovar-Y-Romo et al. 2016; Liu et al. 2016). D’autres évidences montrent que 




récepteurs : tumor necrosis factor receptor type 1-associated death domain protein 
(TRADD) et fas-associated protein with death domain (FADD) pouvant induire à la 
fois l’apoptose ou la nécroptose, dépendamment de la disponibilité des caspases 
(Tovar-Y-Romo et al. 2016). Le recrutement de protéines adaptatrices comme 
TRADD par les ligands mentionnés plus haut, ainsi que le receptor interacting 
protein-1 (RIP-1) vont induire l’activation de caspase-8 et de t-Bid, et mener à la 
mort par apoptose. En revanche, si la caspase-8 est inhibée, TRADD va faciliter 
l’interaction et l’activation de RIP-1 et RIP-3 (activé au sein des neurones murins 
exposés au LPS+HI (Savard et al. 2015) ainsi que le recrutement de la Mixed lineage 
kinase domain-like protein (MLKL), formant ainsi le nécrosome (figure 6) (Tovar-Y-
Romo et al. 2016; Walsh 2014). Le nécrosome va par la suite induire la nécroptose 
de la cellule en augmentant le niveau de ROS ou en induisant la fission 
mitochondriale via dynamin-related protein 1 (Drp1). En temps normal, Drp-1 régule 
la dynamique mitochondriale (homéostasie entre la fusion et la fission 
mitochondriale) en facilitant la fission de la mitochondrie. Lors de stress cellulaire 
trop intense, il va y avoir une intensification de la translocation de Drp1 à la 
mitochondrie ce qui va induire une trop forte fragmentation de celle-ci et va mener à 
la mort de la cellule (figure 6) (Pradeep et al. 2014). L’induction de la nécroptose via 
des mécanismes non-mitochondriaux est encore à l’étude. 
De récentes études indiquent que la nécroptose serait un processus de mort 
neuronale impliqué dans l’HI néonatale (Thornton and Hagberg 2015), notamment 
via l’utilisation de l’inhibiteur de RIP-1 : la nécrostatine-1. En effet il a été montré que 
l’utilisation de la nécrostatine-1 réduit la formation de complexe RIP-1/RiP-3 et 
atténue les lésions cérébrales induites par l’HI chez des souriceaux âgés de 7 jours 
(Northington et al. 2011). La nécroptose est aussi impliquée dans l’EN induite par 
l’inflammation et l’HI (Savard et al. 2015) décrite via l’augmentation de l’expression 
cérébrale de TNF-α ainsi que la présence de neurones surexprimant RIP-3. Aucune 







Figure 6 : Schéma des cascades apoptotiques et nécroptotiques ayant pour 
origine la liaison du TNF-α à son récepteur.  
Après leur activation par le TNF-α (ou FasL) et les récepteurs de mort cellulaire, 
RIP-1 et RIP-3 vont former un complexe jouant un rôle crucial dans la mort par 
nécroptose. RIP-3 phosphorylé va aller activer MLKL et PGAM5 qui vont induire la 
nécroptose via Drp-1 : une GTPase contrôlant la fission de la mitochondrie. 










1.4 L’inflammation dans l’EN : 
 
1.4.1 Les cellules immunitaires dans l’inflammation induite par l’EN : 
 
1.4.1.1 Les microglies : 
Les microglies font partie des cellules gliales du système nerveux central (SNC). 
Elles ont un rôle immunitaire majeur dans le cerveau. Lorsqu’il y a une ischémie 
cérébrale, les microglies vont s’activer en quelques minutes, relâcher des cytokines 
pro et anti-inflammatoires, des chimiokines, et des métalloprotéinases (MMPs) qui 
vont participer à la perméabilisation de la barrière hémato-encéphalique (BHE). Des 
cellules périphériques (lymphocytes, macrophages) vont ainsi pouvoir infiltrer le 
cerveau, augmenter l’inflammation ce qui va engendrer davantage de dommages 
cérébraux. Durant la progression de l’agression puis dans sa phase de résolution, 
les microglies activées vont passer d’un phénotype pro-inflammatoire (M1 : 
augmentation de la mort neuronale) à un phénotype anti-inflammatoire (M2 : 
résolution de l’inflammation), dépendamment des signaux inflammatoires (Liu and 
McCullough 2013). Les travaux de notre laboratoire, et d’autres, ont montré que 
l’interleukine-1 (IL-1) béta (IL-1β) jouait un rôle central dans la genèse des lésions 
cérébrales dues à l’HI, sensibilisée ou non par une inflammation préalable (Girard 
et al. 2012; Savard et al. 2013; Savard et al. 2015).  
 
1.4.1.2 Les astrocytes : 
L’activation des astrocytes a un rôle à la fois bénéfique et préjudiciable dans 
l’ischémie cérébrale. Le support des neurones par les astrocytes se fait via la relâche 
de glutathion et de superoxyde dismutase (SOD ; voir paragraphe 1.4.3.2), la 
recapture du glutamate ainsi que le maintien des gradients ioniques comme le 
potassium. Par ailleurs, les astrocytes activés produisent des cytokines : IL-6, TNF-
α, IL-1α, IL-1β et interféron (IFN)-γ. L’augmentation rapide des niveaux de ces 
cytokines ont pour effet d’exacerber l’agression ischémique en engendrant la mort 
neuronale par apoptose (voir paragraphe 1.3.2.2) en augmentant les niveaux 




produisent également des chimiokines ce qui résulte en l’attraction de cellules 
immunitaires jusqu’au site ischémié et participe à l’aggravation des lésions 
cérébrales (Liu and McCullough 2013). 
 
1.4.1.3 Les polymorphonucléaires neutrophiles (PMN) : 
Durant l’ischémie, les PMN infiltrent la barrière hémato-encéphalique via notamment 
la synthèse intracérébrale de chimiokines (voir paragraphe 1.4.2.2) comme l’IL-8 
(équivalent de CINC-1 chez le rat).  Les PMN exacerbent les lésions cérébrales du 
nouveau-né à terme via plusieurs mécanismes : la production de ROS, la diminution 
du débit sanguin dans les capillaires obstrués par les neutrophiles, la relâche de 
molécules inflammatoires cytotoxiques dans les vaisseaux sanguins et le 
parenchyme cérébrale, ainsi que par la production de MMP-9 (Liu and McCullough 
2013) et l’anoïkose (apoptose résultant du défaut d’ancrage des cellules neurales 
dans la matrice extracellulaire altérée par MMP-9). 
 
1.4.2 Les médiateurs de l’inflammation cérébrale : 
 
1.4.2.1 Les cytokines : 
Les cytokines sont d’importants médiateurs inflammatoires permettant le maintien 
de l’homéostasie tissulaire. En général, le rôle des cytokines est multiple. Dans les 
modèles d’EN, la balance entre les cytokines pro- et anti-inflammatoires demeure 
controversée. Les cytokines les plus étudiées dans l’inflammation induite par l’HI 
sont l’IL-1, l’IL-6, l’IL-10, le TNF-α et le transforming growth factor-β (TGF-β). De 
toutes ces cytokines, l’IL-1β et le TNF-α font l’objet de la grande majorité des travaux 
de recherche (Liu and McCullough 2013), effectués initialement dans des modèles 
immatures (rats à P7 pour la plupart) par rapport au niveau de développement 
neurologique et immunitaire du nouveau-né humain à terme (Brochu et al. 2011). 
Récemment, des études ont montré que l’axe inflammatoire IL-1β/TNF-α/MMP-9, 
impliquant la synthèse neuronale d’IL-1 et MMP-9, jouait un rôle majeur dans la 
genèse des lésions cérébrales dans l’EN à terme (travaux effectués sur les ratons à 




et al. 2015). Ces travaux indiquent qu’un bloquant de l’IL-1 : l’antagoniste du 
récepteur de l’IL-1 (IL-1Ra) a des effets neuroprotecteurs dans les agressions 
cérébrales périnatales induites par l’inflammation et/ou l’HI (Quiniou et al. 2008; 
Girard et al. 2012; Leitner et al. 2014; Pang et al. 2015; Lan et al. 2015; Savard et 
al. 2015). Ceci démontre que l’IL-1 joue un rôle important dans les agressions 
périnatales induites par l’exposition à un pathogène suivie par une HI, et joue un rôle 
important dans la constitution de séquelles neurologiques à long terme. 
 
1.4.2.2 Les chimiokines : 
 
Les neurones et cellules gliales (astrocytes et microglies, voir paragraphe 1.4.1) 
semblent être responsables de cette réponse inflammatoire en relâchant des 
chimiokines comme la cytokine-induced neutrophil chemoattractant (CINC-1) et la 
monocyte chimoattractant protein 1 (MCP-1), suite à l’agression de type HI (Berger 
et al. 2012; Savard et al. 2013; Savard et al. 2015). Les chimiokines vont induire le 
recrutement de cellules immunitaires au cerveau comme des PMN, les 
macrophages et des cellules T (Leviton et al. 2005; Khwaja and Volpe 2008; Okazaki 
et al. 2006). De plus les cellules attirées par les chimiokines peuvent relâcher 
d’autres médiateurs neurotoxiques : ROS, RNS et MMPs. 
 
1.4.2.3 Les récepteurs reconnaissant les pathogènes : 
Si elle est induite par une infection, la réponse inflammatoire dépend de récepteurs 
reconnaissant les pathogènes (PRR) comme les TLRs (Berger et al. 2012) ou les 
NLRs. Ces récepteurs sont impliqués dans la reconnaissance des pathogènes via 
les patrons moléculaires associés au pathogène (PAMP) (Yuan et al. 2010). Un de 
ces patrons le plus étudié est le LPS. Le LPS est reconnu par le TLR4 qui, par la 
suite, via myeloid differentiation primary response gene (MyD) 88 et le facteur NF-
κB, active l’expression d’IL-1β (Bowie and O’Neill 2000). Une dérégulation de la 
fonction d’un de ces récepteurs peut s’avérer critique dans l’élaboration des 
dommages cérébraux suite à une agression de type HI et/ou inflammatoire (Yuan et 




Les NLR sont des récepteurs intracellulaires qui reconnaissent des patrons 
moléculaires associé au danger (DAMP). Suite à l’activation de ces récepteurs, une 
multitude de cytokines sont produites dans le milieu extracellulaire. NLRP-1 et 
NLRP-3, en particulier, s’activent et s’associent avec la caspase-1 pour former 
l’inflammasome, contrôlant la maturation et l’expression de l’IL-1β et l’IL-18 
(Schroder and Tschopp 2010). 
 
1.4.3 Le stress oxydatif : 
 
1.4.3.1 Les molécules pro-oxydantes : 
Les superoxyde (O2•−) sont produits de deux manières dans la matrice 
mitochondriale, dépendamment de la concentration d’électron donneur et la 
concentration locale en oxygène (O2). Brièvement, il y a production d’O2•− lorsque la 
mitochondrie ne produit pas d’ATP; ou lorsque le ratio NADH/NAD+ est très élevé 
dans la matrice mitochondriale (Murphy 2009). En effet, la nicotinamide adenine 
dinucleotide phosphate oxidase (NADPH oxydase) est une enzyme dont la fonction 
principale est de produire des ROS (figure 7) (Angeloni et al. 2015). 
Les espèces réactives de l’azote (reactive nitrogen species, RNS) dérivent de 
l’oxyde nitrique (·NO) produit par l’enzyme nitric oxide synthase 2 (NOS2); qui va 
réagir avec l’anion superoxyde. ·NO (nitric oxide) + O2·− (superoxide) → ONOO− 
(peroxynitrite) (Squadrito and Pryor 1998). 
La surproduction des ROS et des RNS, ou l’élimination partielle de ces composants 
par les molécules antioxydantes, va mener à plusieurs dommages cellulaires, tels 
que l’oxydation des protéines, la peroxydation des lipides membranaires, les 
dommages à l’ADN et un stress cellulaire intense pouvant induire la mort cellulaire 
par apoptose ou nécroptose (voir paragraphe 1.3.5) (Dalle-Donne et al. 2006) .  
 
1.4.3.2 Les molécules antioxydantes : 
Les enzymes antioxydantes sont la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) 




anions superoxyde (O2•−) en peroxyde d’hydrogène (H2O2), qui est à son tour 
transformé en eau (H2O) et en oxygène (O2) par la GSH-Px et la CAT. Cette 
transformation permet ainsi d’éviter la formation de radicaux hydroxyle (OH•) à partir 
du peroxyde d’hydrogène (Yao et al. 2001) (figure 7). 
Des molécules endogènes comme le glutathion (GSH), l’albumine, la bilirubine, 
l’acide urique et l’acide ascorbique; ou exogènes telles que les vitamines A, E et 
l’ascorbate, constituent également des moyens de défense antioxydant non-
enzymatique.  
Ces molécules agissent principalement en « piégeant » les radicaux libres et en 
prévenant la conversion des ions ferriques en ion ferreux, qui facilitent la production 
de radicaux hydroxyle (OH•) via la réaction de Fenton. La réaction de Fenton 




Figure 7 : Cascades de production et élimination des ROS : 
Les radicaux libres sont produits par les enzymes NADPH oxydase ainsi que 
xanthine oxydase. L’élimination des ROS dans la cellule se fait grâce à trois 
enzymes antioxydantes : la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la 
glutathion peroxydase (GSH/GPX). 







1.4.3.3 Le stress oxydatif dans l’EN : 
 
Le stress oxydatif joue un rôle majeur dans l’EN d’après les données précliniques 
démontrant que la surproduction de ROS après l’HI corrèle avec la mort des 
neurones par apoptose (Capani et al. 2003; Alonso-Alconada et al. 2012). En effet, 
la production de radicaux libres par la réaction de Fenton exerce d’important 
dommages neuronaux : dysfonctions mitochondriales, induction des cascades 
apoptotique et nécroptotique (voir paragraphe 1.3.2).  
Récemment, plusieurs études cliniques montrent les effets bénéfiques du traitement 
par HT sur le stress oxydatif chez les nouveau-nés asphyxiés. D’après ces études, 
l’HT atténue l’index de stress oxydatif et améliore les issues neuro-
développementales chez ces nouveau-nés, ce qui fournit un élément indirect en 
faveur d’une possible action neurotoxique des ROS dans ce contexte pathologique 
humain (Kakita et al. 2012; Joy et al. 2013; Gane et al. 2014). L’effet de l’HT sur les 
ROS n’a pas encore fait l’objet d’étude dans le cas où l’EN résulte d’une infection-






1.4.4 Modèles animaux d’exposition au LPS+HI : 
Après l’observation en clinique que l’inflammation maternelle menait souvent à un 
épisode d’HI (voir paragraphe 1.1.4.3), plusieurs groupes ont développé des 
modèles précliniques combinant stress inflammatoire et HI afin d’en décrire les effets 
sur le cerveau immature.  Eklind et al. ont développé un modèle murin (rat) à P7 à 
double détente en utilisant une injection intrapéritonéale de LPS de E. coli suivi d’une 
HI (modèle Rice-Vannucci (Rice et al. 1981) ; voir paragraphe 1.2.1). Cette étude 
démontre la pertinence de combiner une l’inflammation avec l’HI car cette 
combinaison augmente de façon significative l’étendu des dommages (Eklind et al. 
2001). D’autres études ont par la suite décrit les effets synergiques du LPS 
administré par voie systémique, associé à l’HI (figure 8) (Coumans et al. 2003; 
Brochu et al. 2011; Fleiss et al. 2015). 
 
 
Figure 8 : L’impact neurotoxique de l’HI est potentialisé par le 
lipopolysaccharide (LPS) d’E. coli dans un modèle préclinique. L’HI seule 
(modèle Rice-Vanucci) engendre des lésions macroscopiques (les étoiles 
correspondent aux cavités) dans le cortex cérébral. L’exposition au LPS n’induit pas 
de lésions cérébrales macroscopiques. L’exposition au LPS+HI augmente les 
dommages cérébraux en comparaison à l’HI seule. L’inflammation causée par la 
présence du LPS potentialise la réaction inflammatoire et les dommages 
neurologiques causés par une agression de type HI. Reproduced with permission from 








La combinaison HI et infection-inflammation est le scénario pathophysiologique le 
plus fréquent observé chez les nouveau-nés à terme souffrant d’EN (Fleiss et al. 
2015; Girard, Kadhim, Roy, et al. 2009). Mon travail de maîtrise a donc ciblé les 
effets neuroprotecteurs de l’HT dans un modèle animal (rat) d’EN résultant de cette 









L’HT a des effets neuroprotecteurs dans un modèle d’EN résultant de l’inflammation 
plus hypoxie-ischémie. Ces effets sont indépendants du système de l’IL-1. 
 
Objectifs 
Objectif #1 : 
 
Étudier l’impact de l’HT sur les dommages cérébraux résultants de l’exposition au 
LPS+HI. 
 
Objectif #2 : 
 
Étudier la modulation par l’HT : 
 2.1 des marqueurs inflammatoires : cytokines (IL-1β, TNF-α, IL-1Ra), 
métalloprotéinases (MMP-9), chimiokines (CINC-1, MCP-1) 
 2.2 des marqueurs de la mort neuronale (apoptose et nécroptose) 
 2.3 des marqueurs de stress oxydatif (enzymes antioxydantes) 
 
Objectif #3 : 
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Statut de l’article : soumis en tant qu’article original de recherche à Neonatology 
 
Avant-propos:  
L’article “Neuroprotective effect of hypothermia in inflammatory-sensitized hypoxic-
ischemic encephalopathy.” a été soumis le 3 mai 2016 au journal Neonatology. Ce 
manuscrit est entièrement basé sur mon projet de recherche, conceptualisé par le 
directeur de recherche, Dr Guillaume Sébire, en collaboration avec l’étudiante.  
Dans le cadre de mon projet de maîtrise, j’ai effectué l’intégralité des 
expérimentations menant aux résultats présentés dans le manuscrit. L’écriture du 
manuscrit, ainsi que l’avancement des résultats présentés, ont été réalisé sous la 






Résumé :  
 
Contexte : Malgré la récente introduction de l’hypothermie (HT) dans le traitement 
de l’encéphalopathie des nouveau-nés à terme, l’incidence de l’encéphalopathie 
néonatale (EN) et ses conséquences neurologiques et comportementales 
désastreuses demeurent des problématiques majeures sur les plans individuel, 
familial et social. L’EN est engendré principalement par des effets combinés et des 
interactions entre l’hypoxie-ischémie (HI) et l’inflammation résultant d’infections 
néonatales ou du placenta. Nous ne savons pas avec certitude pourquoi l’HT est 
efficace pour alléger les dommages induits par l’EN chez certains nouveau-nés, 
mais pas chez tous les nouveau-nés atteints d’EN. Cependant, les nouveau-nés qui 
ont été exposé à l’HI sensibilisée par l’inflammation semblent avoir moins d’effets 
bénéfiques de l’HT, que ceux exposés à l’HI pure. 
Méthode : En utilisant un modèle préclinique d’EN, chez le rat, induite par 
l’endotoxine plus l’HI, nous avons mesuré chez les ratons soumis ou non à l’HT : 
l’étendue des dommages cérébraux et l’expression des cytokines pro-
inflammatoires, d’une métalloprotéinase, des enzymes antioxydantes, ainsi que 
l’expression de RIP-3 (receptor-interacting protein-3) responsable de la mort 
cellulaire. 
Résultats : L’HT a des effets neuroprotecteurs sur les lésions cérébrales dites de 
pénombre, mais pas sur le cœur des lésions, induites par l’HI sensibilisée par 
l’inflammation. Cet effet bénéfique de l’HT est associé avec la réduction des 
enzymes antioxydantes (la superoxyde dismutase-1, la glutathion peroxydase-1), 
mais n’est pas médié via la variation d’autres médiateurs inflammatoires, tels que : 
l’interleukine-1β, l’antagoniste récepteur à l’interleukine-1, le tumor necrosis factor-
α et la métalloprotéinase-9. 
Conclusion : L’HT a des effets neuroprotecteurs dans l’HI sensibilisée par 







Background: Despite the recent introduction of hypothermia (HT) as a mandatory 
standard of care, the incidence of neonatal encephalopathy (NE) and its devastating 
neuro-behavioral outcomes remain a major individual, familial and social issue. NE 
is mainly due to the compounding and interacting effects of hypoxia-ischemia (HI) 
and inflammation resulting from placental and neonatal infections. It is unclear why 
HT is effective in alleviating NE in some, but not all, newborns. However, newborns 
exposed to inflammatory-sensitized HI seem to have less therapeutic benefit from 
HT than those exposed to HI alone. To clarify this uncertainty, we tested the efficacy 
of HT in a double-hit rat model of NE induced by inflammatory-sensitized HI. 
Methods: Using a rat preclinical model of endotoxin plus HI-induced NE, we 
assessed in pups exposed or not to HT: the extent of brain injuries and the 
expressions of pro-inflammatory cytokines, metalloproteinase, antioxidant enzymes, 
as well as receptor-interacting protein-3-induced cell death. 
Results: HT was neuroprotective on inflammatory-sensitized HI-induced penumbra, 
but not core, brain injuries. This beneficial effect was associated to an HT-induced 
increase of antioxidant enzymes (superoxide dismutase-1, glutathione peroxidase-
1), but was not mediated by any HT-induced variations of the other inflammatory 
mediators tested, namely: interleukin-1β, interleukin-1 receptor antagonist, tumor 
necrosis factor-α and matrix metalloproteinase-9. 






Neonatal encephalopathy (NE) affects up to 0.8% of term newborns and is the 
second most common cause of childhood neurological disability [1]. Continued 
research into neuroprotective strategies against NE is important in light of the fact 
that recently tested neuroprotective therapies were either proven to be modestly 
effective, ineffective, or even potentially harmful [1,2]. Treatments available against 
NE consist of symptomatic care and hypothermia (HT), which leave 50% of the 
treated patients with major sequelae, such as cerebral palsy (CP) [1]. Data from the 
Canadian CP Registry showed that HT only prevents 4% of CP cases [2]. NE is 
mainly due to the compounding effects of hypoxia-ischemia (HI) and inflammation 
resulting from placental infections and neonatal sepsis [3,4]. It is unclear why HT is 
effective in alleviating NE in some, but not all, newborns. However, it has been 
reported that newborns exposed to inflammatory-sensitized HI might have less 
therapeutic benefit from HT than those exposed to HI alone [5,6]. Inflammatory and 
oxidative pathways implicating the interleukin-1 (IL-1) system – namely the IL-1β/IL-
1 receptor antagonist (IL-1Ra) balance -, tumor necrosis factor alpha (TNF)-α, matrix 
metalloproteinase-9 (MMP-9), and reactive oxygen species (ROS) play a critical role 
in brain injuries of term newborns resulting from HI or inflammatory-sensitized HI 
[3,7]. Preclinical studies established the neuroprotective effect of HT in the context 
of HI encephalopathy (HIE) alone in term or late preterm newborns [8,9]. However, 
few preclinical studies investigated the effect of HT when NE results from the 
combination of HI and infection/inflammation, a common pathophysiological 
scenario encountered in human newborns with NE and subsequent CP [4,5]. These 
findings led us to test, using a preclinical model, the neuroprotective efficacy of HT 





MATÉRIEL ET MÉTHODES 
Rat model 
Our pre-clinical model was designed as described [10,11]. Briefly, Lewis dams 
(n=10) were obtained from Charles River Laboratories (Saint-Constant, QC) 
between gestational day 13 (G13) and 15 (G15). At postnatal day 12 (P12), pups 
received a single intraperitoneal (i.p.) injection of LPS (200 μg/kg diluted in 50 μL of 
pyrogen-free saline) from E. coli (Sigma-Aldrich, ON). HI was induced 4 hours (h) 
after LPS administration by permanent ligation of the right common carotid artery 
followed by 8% O2 exposure at 37°C ± 1°C for 1.5 h. In the LPS+HI+HT group, HT 
was induced 30 minutes (min) after hypoxia. Pups on HT were kept on a hot plate in 
order to lower their temperature until 32.5°C ± 0.5°C (Fig. 1A). Pups reached the 
targeted temperature after 30 min ± 10 min. Rectal temperature was measured every 
20 min by using a calibrated (0.1°C deviation) temperature probe (RET-3-ISO, 
Physitemp Instruments, Clifton, NJ). HT was maintained in a reproducible manner 
for 4 h (Fig. 1B). In the LPS+HI group, pups stayed with the dam during the time 
their peers underwent HT; they maintained their temperature at 36.2°C ± 0.4°C. 
Among pups exposed to LPS+HI (n=93), regardless of HT, the mortality rate was 
8% during surgery, 45% during hypoxia, and 2% post-HI. Pups (n=41) were 
randomized in two experimental groups: LPS+HI (n=21) and LPS+HI+HT(n=20). 
Pups were euthanized at 4 h (P12), 24 h (P13), and 8 days (P20) post-HI. We built 
this preclinical model in the aim to reproduce the clinical scenario occurring in severe 
cases of NE of full-term newborns. In such scenarios, the mortality rate remains very 
high: 40-50%, despite the use of the best standard of cares [12]. For the sake of 
clinical pertinence of the model, we considered, as well as our animal ethic 
committee, that such level mortality was justified. The experimental protocol was 




Sherbrooke (protocol #147-11R) in accordance with the Canadian Council on Animal 




Fig. 1: Experimental design. Inflammation was induced in pups at postnatal day 
12 (P12) with an i.p. injection of 200 µg/kg of LPS from E.coli; 4 h later, the right 
common carotid artery was ligated, and hypoxia was induced (8% O2 for 1.5 h). Rat 
pups were subjected or not to HT (32.5°C ± 0.5°C for 4 h) (A). Rat pups reached the 





mother. Rectal temperature was measured every 20 min by using a calibrated 
temperature probe. The end of hypoxia was referred to as 0 min. Number (n) of rats: 
LPS+HI+HT (n=12 from 6 litters) (B).   
Abbreviations: h: hours; HI: hypoxia-ischemia; HT: hypothermia; i.p.: 
intraperitoneally; LPS: lipopolysaccharide from E.coli; min: minutes. 
 
Histology 
The brains were removed and fixed (paraformaldehyde 4%, 0.1% glutaraldehyde) at 
room temperature, paraffin-embedded, and cut in 5 μm slices using a microtome. 
Hematoxylin-eosin (H&E) staining was used to visualize brain injuries. Coronal 
sections were scanned with a NanoZoomer Digital Pathology Scanner (NanoZoomer 
2.0-RS, Hamamatsu Photonics, Japan), and used according to the manufacturer 
instructions (NDP.view2 software, Hamamatsu Photonics, Japan) was used to 
measure the surface of the hemispheres on coronal sections located at the epicenter 
of the infarct (Bregma from -2.30 mm to -2.50 mm), as previously described [10,11]. 
The right hemisphere surface and the right hippocampal surface of LPS+HI±HT-
exposed rats were then compared with those of the left hemisphere (non-subjected 
to ischemia) from the same experimental condition [10,11]. Core vs penumbra areas 
of brain infarcts were defined as previously described [10,11]. Briefly, core injuries 
were associated with infarcted areas bearing cavitary lesions, whereas penumbra 
injuries were identified as regions surrounding the core where pycnotic neurons 
and/or loss of normal neuronal architecture were observed. 
 
Immunohistochemistry (IHC) and immunofluorescence (IF) 
IHC and IF were performed as previously described [10,11,13]. Briefly, sections were 
incubated overnight at 4°C with the primary antibodies (Table). The appropriate 
horseradish peroxidase-conjugated or fluorescent-conjugated secondary antibodies 
(Table) were used for a 45 min incubation at room temperature. IHC labeling was 




counterstained with hematoxylin. IF slides were mounted using a DAPI-containing 
medium (Invitrogen, Ontario, Canada). Labeled cells were counted as previously 
described [10,11]. The expression of the proteins of interest was analyzed using the 
Image J analysis software (NIH Image, http://rsbweb.nih.gov/nih-image/), as 






Protein extracts were prepared from right hemisphere forebrains as previously 
described [10,11,14]. ELISAs were performed on these protein extracts using ELISA 








Statistical analyses were performed using IBM Statistics 23 (SPSS) and GraphPad 
software version 6.02. The data are presented as the mean ± standard error of the 
mean (SEM). Results across experimental conditions were compared using the 
Mann-Whitney U test. The statistical significance level was set at p ≤ 0.05. All data 
were analyzed using linear mixed models (MIXED) using SPSS, using sex and 
treatment (LPS+HI vs LPS+HI+HT) as fixed effects and litter as a random effect. 
Male and female data were combined, because no significant difference was 
observed between sex and treatment. Statistical analyses revealed no litter effect in 
any of the analyses. 
RÉSULTATS 
HT reduced penumbra but not core of LPS+HI-induced injuries 
HT exerted a neuroprotective effect on the extent of LPS+HI-induced neocortical 
injuries. In the neocortex HT induced a 68% reduction in the extent of LPS+HI-
induced penumbra, but did not affect the core injuries (Fig. 2A-C). HT reduced the 
LPS+HI-induced hippocampal penumbra injuries by 48% (Fig. 2D), but had no effect 
on the LPS+HI-induced caudate-putamen penumbra injuries (Fig. 2E). There was 






Fig. 2: Comparison of the extent of brain injuries between LPS+HI±HT 
conditions. Measure of the extent of core and penumbra injuries in pups exposed 
to LPS+HI±HT by H&E staining of the right forebrains at P20 (A). HT reduced the 
surface of penumbra, but not core, lesions (B, C). The surface of the hippocampus 
was decreased in LPS+HI compared to LPS+HI+HT conditions (D). The surface of 
the caudate putamen was identical in both conditions (E). Number (n) of rats: 
LPS+HI (n=7 from 4 litters), LPS+HI+HT (n=7 from 3 litters). The bars indicate the 





Abbreviations: CPu: caudate putamen; H: hippocampus; HI: hypoxia-ischemia; HT: 
hypothermia; H&E: hematoxylin and eosin; LPS: lipopolysaccharide from E.coli; 
NCx: neocortex; P: penumbra; R: right.  
 
Effect of HT on the expression of inflammatory mediators, antioxidant enzymes, and 
RIP-3-induced necroptosis. 
Using the same model of inflammatory-sensitized HI, we previously showed that the 
IL-1/TNF-α/MMP-9 inflammatory axis was upregulated from 4 h to 24 h post-HI, and 
played a key role in LPS+HI-induced brain injuries [10,11]. Thus, in the present 
study, we tested the influence of HT on the expression of these key neurotoxic 
molecules. IL-1β, IL-1Ra, TNF-α and MMP-9 expressions measured by ELISA (Fig. 
3A-D) and IHC (Fig. 3E-F) within the LPS+HI-exposed right hemisphere at 4 h and 
24 h post-HI were not affected by HT. The IL-1β/IL-1Ra ratios were identical within 
the right hemisphere of LPS+HI versus LPS+HI+HT-exposed pups (data not shown). 
Reactive oxygen species (ROS) are known to be downregulated by HT within the 
brains of infants exposed to HI alone [15,16]. This prompted us to test the impact of 
LPS+HI±HT on key enzymes responsible for ROS clearance: superoxide dismutase-
1 (SOD-1), catalase (CAT) and glutathione peroxidase-1 (GPX-1). In pups submitted 
to LPS+HI, HT increased SOD-1 expression in the neocortex and in the lentiform 
nucleus (Fig. 4A-B). GPX-1 levels in the lentiform nucleus, but not in the neocortex, 
were elevated following HT (Fig. 4C-D), while no changes in CAT levels were found 
(Fig. 4E-F). TNF-α-induced necroptosis has been shown to play a key role in HI-
induced neural cell death [11] and RIP-3 is a critical molecule in the induction of this 
necroptotic process as observed in the neocortical core lesions from the present 
model of inflammatory-sensitized HI [11]. In keeping with this observation [11], HT 
did not affect the level of RIP-3 expression within LPS+HI-exposed forebrain (Fig. 












Fig. 3: Inflammatory mediators’ expressions within the right cerebral 
hemisphere exposed to LPS+HI±HT. HT did not modulate IL-1β (A), IL-1Ra (B), 
TNF-α (C), and MMP-9 (D) expressions measured by ELISA at 24 h post-HI in the 
LPS+HI-exposed pups. Number (n) of rats: LPS+HI (n=7 from 5 litters), LPS+HI+HT 
(n=5 from 3 litters). HT did not affect IL-1β (E) and IL-1Ra (F) expressions (measured 
by colorimetric analyses of IHC staining) at 4 h post-HI within the LPS+HI-exposed 
frontal neocortex, parietal neocortex, lentiform nucleus, and hippocampus from the 
right hemisphere. Number (n) of rats: LPS+HI (n=5 from 3 litters), LPS+HI+HT (n=5 
from 3 litters).  
Abbreviations: HI: hypoxia-ischemia; HT: hypothermia; IL-1β: interleukin-1β; IL-1Ra: 
interleukin-1 receptor antagonist; LPS: lipopolysaccharide from E.coli; MMP-9: 











Fig. 4: SOD-1, CAT, and GPX-1 expressions within the LPS+HI±HT-exposed 
right forebrain. The SOD-1 expression in the frontal neocortex was increased in 
LPS+HI+HT compared to LPS+HI condition (A). A trend (p=0.05) toward an increase 
of SOD-1 expression in the lentiform nucleus was observed in LPS+HI+HT vs 
LPS+HI conditions (B). HT increased the GPX-1 expression within the lentiform 
nucleus exposed to LPS+HI (D). HT did not affect CAT expression within the frontal 
neocortex (E) and the lentiform nucleus (F) at 4 h post-HI in the LPS+HI exposed 
forebrain. Number (n) of rats: LPS+HI (n=5 from 3 litters), LPS+HI+HT (n=6 from 3 
litters). The bars indicate the mean ± SEM. *p<0.05, **p<0.01; Mann-Whitney U test.  
Abbreviations: CAT: catalase; GPX-1: glutathione peroxidase-1; HI: hypoxia-









Fig. 5: RIP-3 expression within the LPS+HI±HT-exposed right forebrain. HT did 
not modulate RIP-3 expression at 4 h post-HI within the LPS+HI-exposed frontal 
neocortex (A), parietal neocortex (B), lentiform nucleus (C), and hippocampus (D) 
from the right hemisphere. Number (n) of rats: LPS+HI (n=7 from 4 litters), 
LPS+HI+HT (n=6 from 3 litters). Mann-Whitney U test.  
Abbreviations: HI: hypoxia-ischemia; HT: hypothermia; LPS: lipopolysaccharide from 







Our results demonstrated a neuroprotective effect of HT on penumbra, but not core, 
in inflammatory-sensitized HI of term newborn forebrains. This beneficial effect was 
associated with a HT-induced increase of antioxidant enzymes, but does not seem 
to be mediated by HT-induced variations of other key inflammatory molecules 
implicated in the physiopathology of NE, namely: IL-lβ, IL-1Ra, TNF-α and MMP-9. 
The lack of neuroprotective effect of HT on core injuries is in line with the absence 
of downregulation of RIP-3 expression within the brain of term like newborns 
exposed to inflammatory-sensitized HI. 
The neuroprotective effect of HT observed here against LPS+HI-induced brain 
injuries showed similarities but also certain discrepancies with the few studies 
addressing the same question [5,17]. Osredkar et al. used a relatively similar 
LPS+HI experimental design as ours, but at an earlier stage of development (P7) 
corresponding to a late preterm stage of brain development. In their macroscopic 
study, HT did not modify the extent of LPS+HI-induced core brain injuries [5], which 
is in line with our results and with previous studies using in vivo model of HI-induced 
brain injuries. In subsequent work using the same preclinical rat model at P7, 
Osredkar et al. showed that HT did not counteract the LPS+HI-induced decreased 
NeuN expression, an indirect marker of neuronal injury, within the cerebral 
hemisphere ipsilateral to ischemia [17]. This finding suggested that HT did not 
prevent LPS+HI-induced neuronal loss, in contrast with what we observed. This 
discrepancy might be due to the use of P7 (late preterm level of development) versus 
P12 pups (term level of development), the latter time point being to our knowledge 
more relevant to NE, since it occurs in more frequently in full-term newborns. The 
important neurodevelopmental and associated metabolic and inflammatory 
variations described between preterm versus term newborns might account for the 
differential effects of HT observed between these models of inflammatory-sensitized 




We previously showed that IL-1β played a key role: (i) in the early (1-24 h) LPS+HI-
induced neuroinflammatory response, and (ii) in generating both core and penumbra 
cerebral injuries of NE [10,11]. In the present study, HT acted only on penumbra but 
not on core of LPS+HI-induced brain lesions of term-like newborns. It has been 
reported that HT is neuroprotective against NE by reducing brain metabolism, and 
limiting apoptotic cascades [18,19]. The effect of HT on neuroinflammatory cytokines 
expression has been poorly studied up to now in preclinical model of NE. It has been 
shown that an anti-inflammatory cytokine (IL-10) was downregulated by HT in a 
model of HI-induced NE, which suggested more a pro- than anti-inflammatory effect 
of HT in HI-induced NE [20]. Here, HT did not have any effect on the key molecules 
of the IL-1 signaling system that we tested, suggesting that IL-1 blockade combined 
with HT might have additive or synergistic protective effects on both core and 
penumbra injuries of NE. This is supported by recent studies from our lab and others 
demonstrating that the upregulation of IL-1 is involved in the neuroinflammatory 
processes at play in perinatal brain injury, and that IL-1Ra has a neuroprotective 
effect against LPS and/or HI-induced brain lesions and subsequent neuro-disabilities 
[11,21–23]. 
Although there was no correlation in the effects of HT on the pro-inflammatory 
cytokine IL-1β and the extent of LPS+HI-induced brain injuries, we showed that HT 
increased antioxidant enzymes SOD-1 and GPX-1 levels in the neocortex and the 
lentiform nucleus, supporting the key implication of oxidative mechanisms in the 
effects of HT. Indeed, it has been suggested that oxidative stress might modulate 
the beneficial effects of HT [24] and HT has been shown to preserve antioxidant 
defenses following traumatic brain injury in children [25]. 
Our work presents some limitations. Beyond the anti-oxidant effect of HT, we did not 
further elucidate by which mechanism HT protects against inflammatory-sensitized 
HI insults. We showed that HT does not down-regulate RIP-3 induced necroptosis, 
but HT might reduce apoptosis as documented in preclinical studies dealing with HI-
induced NE [8]. HT could also prevent necrosis in LPS+HI-induced brain injuries 
through the HT-induced down-regulation of brain metabolism [8]. We did not focus 




vulnerability and related inflammatory responses. However, we did not observe any 
sex-dependent effect in the outcomes measured in the different studies we 
performed using the same model [10,11,14].  
Given that severe NE corresponds to the level of severity in which the worst 
neurological sequelae are observed and in which the current therapeutic 
interventions including HT are the less effective, the severity of the brain injuries and 
the significant mortality we observed in our LPS+HI model support the idea that our 
experimental conditions mimic severe NE. The neuroprotective effect of HT against 
inflammatory-sensitized HI does not seem to be mediated by a HT-induced 
modulation of the IL-1 system, meaning that the IL-1 blockade – which has been 
already shown as effective to curb LPS+HI-induced core and penumbra injuries [11] 
- might potentiate the effect of HT against NE and subsequent CP. 
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Nos résultats ont démontré que l’HT a des effets neuroprotecteurs dans un modèle 
d’EN résultant de l’inflammation plus HI. Ces résultats montrent des similarités ainsi 
que certaines différences avec les deux études précliniques adressant la même 
question (Osredkar et al. 2014; Osredkar et al. 2015). 
 
1. Effet de l’HT sur l’étendue des lésions induites par l’exposition au 
LPS+HI : 
Les études précliniques étudiant l’efficacité de l’HT dans les modèles d’EHI ont 
montrés que l’HT réduisait l’étendue des lésions notamment en diminuant la mort 
neuronale (l’apoptose et la nécrose) (Ohmura et al. 2005). Dans une étude 
précédente du laboratoire à laquelle j’ai collaboré, portant sur le même modèle que 
celui que j’ai utilisé, nous avons montré que l’exposition au LPS+HI entraînait 30 à 
40% de perte de tissu cérébral dans le cœur (désigne la perte totale de tissu 
cérébral) ainsi que dans la pénombre (zone de lésion ou dysfonction cellulaire 
cérébrale entourant le cœur). De plus nous avons noté que l’exposition au LPS+HI 
augmentait l’expression de RIP-3 (molécule clef dans la cascade de la nécroptose, 
voir paragraphe 1.3.2.3) dans le néocortex et le striatum ; et augmentait l’expression 
de caspase-3 (molécule présente dans la cascade apoptotique, voir paragraphe 
1.3.2.2) dans le striatum également, par rapport à la condition contrôle (sham). 
Dans la présente étude, nous avons démontré que l’HT a des effets bénéfiques sur 
les lésions cérébrales induites par le LPS+HI et ce seulement dans les zones de 
pénombre du néocortex ainsi que de l’hippocampe, mais pas dans le cœur des 
lésions. Ce dernier point peut être mis en lien avec l’absence d’effet de l’HT sur 
l’expression de RIP-3 dans les différents compartiments cérébraux. Ceci indique 
donc que l’HT n’influence pas la mort par nécroptose dans les cerveaux exposés au 
LPS+HI : ce qui avec la première phase de nécrose rapide, va probablement 
constituer l’essentiel du cœur des lésions. Cependant, il est connu dans la littérature 
que l’HT diminue l’apoptose, via la diminution de capase-3 et cytochrome-c (Zhu et 




dans notre modèle si l’HT diminue l’expression de médiateurs clefs dans l’apoptose, 
et ainsi faire le lien avec la réduction des lésions observée dans la pénombre, qui 
est classiquement attribuée principalement à des mécanismes apoptotiques (Wang 
et al. 2014; Zheng et al. 2016).  
 
Osredkar et al. ont utilisé un modèle animal d’exposition au LPS+HI assez similaire 
au notre, excepté pour l’âge (P7) des ratons, correspondant au développement 
cérébral d’un nouveau-né prématuré (32-36 semaines d’âge gestationnel). Dans 
leur étude fondée sur des critères macroscopique définissant les lésions cérébrales, 
ils ont montré que l’HT ne modifiait pas l’étendue des lésions dans le cœur; ce qui 
va dans le même sens que ce que nous avons observé dans notre modèle à P12 
(niveau de développement cérébral d’un nouveau-né à terme) (Osredkar et al. 
2014). Dans leur deuxième article, Osredkar et al ont montré que l’HT ne contrait 
pas la diminution de l’expression de NeuN (marqueur indirect de la mort neuronale) 
suite à l’exposition au LPS+HI (Osredkar et al. 2015). Ce résultat suggère que l’HT 
ne prévient pas la mort neuronale induite par l’exposition au LPS+HI, ce qui est en 
contradiction avec ce que nous avons observé. Cette contradiction est probablement 
dû à l’utilisation de ratons P7 versus P12 ; et aux variations neuro-
développementales, métaboliques et inflammatoires décrites entre les nouveau-nés 
prématurés et les nouveau-nés à terme (Brochu et al. 2011). Il est possible aussi 
que l’expression de NeuN, un neurofilament participant à la structure neuronale, ne 
soit pas encore modifié à une phase précoce malgré l’engagement de processus de 
morts neuronales. 
 
2. L’HT ne module pas l’expression de marqueurs inflammatoires 
induit par l’exposition au LPS+HI : 
Nos résultats ont démontré que l’effet neuroprotecteur de l’HT ne semblait pas être 
médié par un effet de l’HT sur les molécules inflammatoires clefs impliquées dans la 
physiopathologie de l’EN : à savoir l’IL-1β, l’IL-1Ra, le TNF-α et MMP-9. 
L’effet de l’HT sur les cytokines pro-inflammatoires a, jusqu’à maintenant, été peu 




inflammatoire) était diminué par l’HT dans un modèle d’EHI (Matsui and Kakeda 
2008). Cela suggère davantage un effet pro-inflammatoire de l’HT dans ce cas. Par 
contre, l’IL-1 est fortement impliquée dans les processus neuroinflammatoires qui 
jouent un rôle majeur dans les lésions cérébrales induites par l’exposition au 
pathogène et/ou à l’HI (voir paragraphe 1.4.2.1). Précédemment au laboratoire, 
nous avons montré que l’IL-1β jouait un rôle clef dans la réponse neuroinflammatoire 
précoce induite par l’exposition au LPS+HI, ainsi que dans la genèse des lésions 
cérébrales, à la fois au niveau du cœur et de la pénombre des lésions via l’inhibition 
de cascades apoptotiques (caspase-3 dépendantes) et nécroptotiques (RIP-3 
dépendantes) (Savard et al. 2013; Savard et al. 2015). 
Dans la présente étude, l’HT n’a pas modulé l’expression des molécules du système 
de l’IL-1, et de sa cascade inflammatoire, ce qui suggère que l’effet de l’HT est 
indépendant de cette molécule, et que l’ajout d’un bloquant de l’IL-1 à l’HT pourrait 
avoir des effets neuroprotecteurs additifs ou synergiques, et ainsi prévenir les 
lésions cérébrales à la fois dans le cœur et la pénombre. En effet, ceci est supporté 
par de récentes études réalisées par notre laboratoire et d’autres groupes de 
recherche, qui ont démontré que l’IL-1Ra a des effets neuroprotecteur dans les cas 
de lésions cérébrales induites par l’exposition au LPS+HI, au LPS seul ou à l’HI 
seule (Quiniou et al. 2008; Girard et al. 2012; Lan et al. 2015; Pang et al. 2015; 
Savard et al. 2015). De plus selon nos résultats préliminaires (figure 1 de la 
discussion), la combinaison HT plus IL-1Ra (50 mg/kg/12 h de P12 à P14) a des 









Fig.1 : Comparaison de l’étendue des lésions cérébrales entre les conditions 
LPS+HI±HT±IL-1Ra. Mesure de l’étendue des lésions (cœur des lésions) par 
coloration H&E, dans l’hémisphère droit des ratons exposés au LPS+HI±HT±IL-1Ra. 
Nous avons observé une tendance à la diminution (p=0.06) de la surface du cœur 
des lésions dans la condition LPS+HI+HT en comparaison à la condition LPS+HI. 
L’HT combinée à l’IL-1Ra (200 mg/kg) ne réduit pas la surface du cœur des lésions. 
L’HT combinée à l’IL-1Ra (50 mg/kg) réduit davantage le cœur des lésions que l’HT 
seule. Nombre d’animaux : LPS+HI (n=9 de 5 portées), LPS+HI+HT (n=9 de 5 
portées), LPS+HI+HT+IL-1Ra 200 mg/kg (n=7 de 4 portées), LPS+HI+HT+IL-1Ra 
50 mg/kg (n=4 de 2 portées). *p < 0.05, *** p < 0.001; Mann-Whitney U test. 
Abréviations : HI : hypoxie-ischémie ; HT : hypothermie ; H&E : coloration 
hématoxyline et éosine ; LPS : lipopolysaccharide d’E. coli ; R : droit. 
 
3. L’HT augmente l’expression d’enzymes antioxydantes : 
Nous avons montré dans notre modèle d’EN induite par le LPS+HI que l’effet 
bénéfique de l’HT passe par l’augmentation d’enzymes antioxydantes (SOD-1 et 
GPX-1), ce qui supporte l’implication des mécanismes oxydatifs dans l’EN due à 
l’inflammation et à l’HI combinées. 
Dans la littérature, il a été démontré que l’HT atténuait le stress oxydatif chez les 
nouveau-nés ayant eu une agression cérébrale de type EN, asphyxie périnatale, 




2012). En effet, l’HT semble limiter les dommages causés par les ROS (voir 
paragraphe 1.4.3.3) en préservant les défenses antioxydantes (Alva et al. 2013). 
Les effets neuroprotecteurs de l’HT sur les mécanismes oxydatifs ne sont pas 
totalement élucidés. Dans un premier temps, l’interprétation des données de la 
littérature suggéraient que les mécanismes neuroprotecteurs de l’HT étaient la 
conséquence principale de la réduction des besoins énergétiques du cerveau 
« refroidi » face à une situation de défaut de synthèse d’adénosine triphosphates 
(ATP) due à l’HI (Erecinska et al. 2003). Plus récemment, le rôle de l’HT pour 
combattre les conséquences de l’HI semble être aussi attribué à la régulation des 
niveaux de ROS et RNS, ce qui a effet indirect sur l’induction ou non de l’apoptose 
(voie extrinsèque et intrinsèque, voir paragraphe 1.3.2.2) (Alva et al. 2013). En effet, 
l’HT ne bloque pas simplement les cascades de signalisation menant à l’apoptose, 
mais peut également inhiber les molécules pro-apoptotiques (Eberspächer et al. 
2003), et induire l’expression de gènes codant pour les molécules anti-apoptotiques 
dans les tissus ischémiés (Zhao et al. 2007). Pour la voie intrinsèque de l’apoptose, 
il a été montré que l’HT aide au maintien de l’intégrité membranaire en économisant 
les niveaux d’ATP et en ralentissant les flux ioniques des cellules. De plus, l’HT 
diminue la production de ROS (Capani et al. 2003). Ces évènements limiteraient la 
rupture de la membrane mitochondriale et la relâche de molécules pro-apoptotiques 
comme le cytochrome-c, dans le cytosol (figure 2). Comme la CAT est absente dans 
la mitochondrie, le maintien des niveaux de GPX-1 est important afin d’éviter 
l’accumulation d’H2O2 dans les cellules neurales (Alva et al. 2013). Notre étude ainsi 
que d’autres travaux ont montré que l’HT induit la surexpression de GPX-1. Pour la 
voie extrinsèque, il a été reporté que l’HT diminue l’affinité entre les récepteurs de 
mort cellulaire et leurs ligands comme Fas et la caspase-8 (Yang et al. 2009), ce 
qui, inhiberait l’activation de caspase-8 (figure 2 de la discussion) (Alva et al. 2013). 
 
Figure 2 : Modulation des voies intrinsèque et extrinsèque de l’apoptose par 





Reproduced with permission from (Alva et al. 2013), Copyright from Creative Commons 





Une autre explication possible de l’effet antioxydant de l’HT serait l’effet de l’HT sur 
le facteur de transcription nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2). En effet, 
Nrf2 est connu pour jouer un rôle critique dans la régulation de l’expression des 
enzymes antioxydantes lorsqu’il se lie à une séquence unique sur l’ADN connu sous 
le nom d’antioxidant response element (ARE), et ainsi contribue à l’élimination du 
stress oxydatif de l’environnement (figure 3 de la discussion) (Zhai et al. 2016). Dans 
une autre étude, Gong et al. ont démontré que l’HT avait des effets sur le stress 
oxydatif cérébral, induit par un arrêt cardiaque. Cet effet passerait par l‘augmentation 
de la manganese superoxide dismutase (MnSOD) via l’activation de Nrf2, induites 




Néanmoins, cette étude ne s’est pas penchée sur la régulation par Nrf2 d‘autres 




Figure 3 : Le système Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keap 1)-Nrf2. 
Dans des conditions normales, Nrf2 est constamment ubiquitiné par Keap 1 et 
dégrader par le protéasome. Après l’exposition à des électrophiles (H+ par exemple) 
ou au stress oxydatif, Keap 1 est inactivé et Nrf2 va alors s’accumuler dans le noyau 
et activer de nombreux gènes cytoprotecteurs notamment les gènes codant pour la 
synthèse des enzymes antioxydantes (SOD, CAT, GPX) et l’élimination des ROS. 
Ub : ubiquitine. 
Reproduced with permission from (Mitsuishi et al. 2012),Copyright from Creative Commons 








4. Limitations de l’étude : 
Au-delà de l’effet antioxydant de l’HT, nous n’avons pas élucidé d’autres 
mécanismes par lesquelles l’HT pourrait avoir des effets neuroprotecteurs dans 
notre modèle d’EN induite par l’inflammation et l’HI. Nous avons démontré que l’HT 
ne diminuait pas l’expressions de RIP-3 qui induit la nécroptose, mais l’HT peut 
également réduire l’apoptose comme l’ont documenté plusieurs études précliniques 
d’EN induite par l’HI. Il est connu également que l’HT peut prévenir la nécrose via la 
réduction du métabolisme cérébral. Néanmoins, nous ne nous sommes pas 
penchés sur ce point. 
Par ailleurs, nous n’avons pas poussé l’étude des éventuels effets différentiels de 
l’HT selon le sexe qui sont possiblement impliqués dans les réponses inflammatoires 
et la vulnérabilité à l’HI. Toutefois, nous n’avons pas observé d’effets de l’HT selon 
le sexe dans les différents marqueurs que nous avons étudié dans cette étude ainsi 
que dans les différentes études que nous avons réalisées sur ce même modèle, 
mais ce sur de petits échantillons d’animaux (Brochu et al. 2011; Savard et al. 2013; 
Savard et al. 2015). 
 
5. Suite du projet et pertinence avec la clinique 
Les EN sévères frappent les patients chez qui l’on observe les pires séquelles 
neurologiques, et chez qui les traitements, incluant l’HT, sont les moins efficaces. 
La sévérité des lésions cérébrales ainsi que le taux élevé de mortalité que nous 
observons (~40%) montrent que notre modèle expérimental mime les conditions 
sévères d’EN. Nous avons montré que l’effet neuroprotecteur de l’HT ne semble pas 
être médié via la modulation du système de l’IL-1, ce qui renforce le fait que 
l’utilisation d’un bloquant de l’IL-1 pourrait potentialiser les effets bénéfiques de l’HT 
dans l’EN et la PC subséquente. Au cours de mes études doctorales, je vais 
poursuivre ce projet et m’intéresser davantage aux effets combinés de l’HT et l’IL-
1Ra (Kineret®). Ce médicament est déjà utilisé en clinique dans le traitement des 
maladies auto-immunes comme la polyarthrite rhumatoïde et la goutte, y compris 
durant la gestation, et aussi chez les nouveau-nés et enfants dans les cas de 




Neonatal-Onset Multisystem Inflammatory Disease : NOMID). L’utilisation du 
Kineret® dans l’EN serait donc une nouvelle indication chez le nouveau-né. 
Néanmoins, avant que cela soit possible, d’autres tests montrant l’efficacité et la 
sécurité de la combinaison HT+IL-1Ra dans le traitement de l’EN doivent être 
effectués sur des modèles animaux, au-delà des résultats préliminaires que j’ai déjà 
obtenus (discussion, figure 1). 
Par ailleurs, nous avons montré dans notre étude que l’HT n’avait pas d’effet sur la 
nécroptose médiée par RIP-3. Il serait donc pertinent d’envisager d’utiliser un 
inhibiteur spécifique de la nécroptose, comme la nécrosulfonamide (NSA), en 







Cette étude préclinique concernant les effets neuroprotecteurs de l’HT dans les cas 
d’EN induite par l’infection/inflammation et l’HI apporte des résultats originaux et 
importants. Nous avons démontré que l’HT est protectrice lorsque l’EN résulte de la 
combinaison inflammation plus HI. En effet, l’HT réduit les lésions cérébrales dans 
la pénombre, mais pas dans le cœur des lésions. De plus l’HT augmente 
l’expression d’enzymes antioxydantes (SOD-1 et GPX-1) dans le cerveau, ce qui va 
permettre l’élimination des ROS et peut par la suite avoir un effet indirect sur 
l’inhibition de l’apoptose. Nous avons observé que l’HT ne modulait pas l’expression 
de RIP-3 et par conséquent n’a pas d’effet sur la nécroptose. En ce qui concerne les 
autres mécanismes de mort cellulaire impliqué dans l’EHI, il a déjà été démontré 
que l’HT diminue l’apoptose. Les effets bénéfiques de l’HT ne semblent pas résulter 
d’une diminution de l’inflammation médiée par l’IL-1, ce qui suggèrent que l’utilisation 
d’un bloquant de l’IL-1 pourrait avoir des effets additifs à l’HT. Ces résultats 
fournissent de nouvelles évidences quant à l’efficacité mais également aux limites 
d’efficacité de l’HT dans les cas où l’EN résulte d’une inflammation combinée à l’HI. 
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